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@ Starker homologer Promotor aus Hamster 

(§) Die Erfindung betrifft einen starken homologen Promotor 
aus Hamster. Insbesondsre handelt es sich dabei urn den 
Promotor des Gens, das fur das Ubiquitin-S27a-Fusionspro- 
tein kodiert. Der Promotor kann fur Verfahren zur Herstel- 
lung heterologer Genprodukte in Kulturzeilen verwendet 
warden, Insbesondere in CHO-Zelien. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrif ft einen starken homologen Promo tor aus Hamster, Nukleinsiluren, die Promoter- und/ 
oder regulatorische Sequenzen des Ubiquitin-S27a-Gens enthalten, sowie Verfahren zur Herstellung heterolo- 

5 ger Genprodukte unter Verwendung solcher Nukleinsiluren. 

Bei der wirtschaftlich bedeutendea Herstellung von Proteinen durch Expression rekombinanter Gene in 
eukaryontischen Wirtszellen, beispielsweise CHO-Zellen, werden bisher heteroioge Expressionssysteme ver- 
wendet, d. h. daB zum Beispiel die Promo tor/Enhancer- sowie Terminationselemente viralen Ursprungs sind. Die 
Verwendung von nichtviralen Promotoren an Stelle von viralen Sequenzen in Expressionssystemen ware im 

10 Hinblick auf die Einstellung der Offentlichkeit bezuglich Gen- und Biotechnologie von Vortefl und wurde 
auBerdem zur Biosicherheit der Vektorsysteme, die fur die Expression von Genen in tierischen Zellkulturen 
verwendet werden, beitragen. 

Beim Ubiquitin handelt es sich urn ein hoch konserviertes Polypeptid von 76 Aminosauren, das in alien 
eukaryontischen Zellen in groBer Zahl zu finden ist und durch eine diverse Genfamilie kodiert wird (Reviews: 

is Jentsch et aL, 1991; Schlesinger & Bond, 1987). Ubiquitin spielt durch die Modifizierung von Targetproteinen 
eine bedeutende Rolle in einer Vielzahl von biologischen Prozessen, wie z. B. der ATP-abhangigen Proteinde- 
gradation Qber den Ubiquitin- Pro teo so m en- Weg (Ciechanover, 1994). Auf Grund ihrer Struktur kann man die 
Ubiquitingene in zwei Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe sind die Polyubiquitingene zusammengefaBt, in 
denen 228 bp groBe Ubiquitin-Kodiereinheiten (=76 Aminosauren) in Kopf-zu-Schwanzanordnung aneinan- 

20 dergereiht sind (Jentsch et aL, 1991 ; Schlesinger & Bond, 1987). Die Anzahl der Einheiten variiert von Spezies zu 
Spezies, wobei man in den meisten Organismen zwei Polyubiquitingene unterschiedlicher LSnge findet (Fornace 
et aL, 1989; Wiborg et aL, 1985). Die Promotorregionen dieser Gene enthalten eine TATA-Box und Promoter/ 
Enhancer-Elemente f Or einen Hitzeschockinduktor (Schlesinger & Bond, 1987). 
Die Ubiquitinfusionsgene werden der zweiten Gruppe zugeordnet Es handelt sich dabei urn Fusionen zwi- 

25 schen einer Ubiquitineinheit und einem ribosomalen Protein (Jentsch et aL, 1991 ; Schlesinger & Bond 1987). Die 
beiden bekannten Ubiquitinfusionsgene kdnnen auf Grund der Unterschiede in der Lange und Sequenz des 
ribosomalen Proteins identifiziert werden. In dem einen Fall handelt es sich urn ein ribosomales Protein der 
groBen Ribosomenuntereinheit mit einer Lange von 52 Aminosauren (Baker et aL, 1991) und in dem anderen Fall 
um ein ribosomales Protein der kleinen Ribosomenuntereinheit (in Saugera als Protein S27a bezeichnet) mit 

30 einer speziesabhangigen Lange von 76 bis 81 Aminosauren (Redman & Rechsteiner, 1989). Der Ubiquitinanteil 
in diesen Fusionsproteinen unterstUtzt dabei anscheinend die effiziente Integration der ribosomalen Proteine in 
das Ribosom (Finley et aL, 1989). 

Die individuellen Ubiquitingene werden in den verschiedensten Geweben eines Organismus und in verse hie- 
denen Entwicklungsstadien in unterschiedlichem AusmaB exprimiert So werden die Polyubiquitingene konstitu- 

35 tiv in geringem Level, der lediglich unter StreBeinwirkung stark erhdht wird, exprimiert (Fornace et aL, 1989; 
Schlesinger & Bond, 1987). Die Ubiquitinfusionsgene werden vor allem verstarkt in der exponentiellen Wachs- 
tumsphase exprimiert In terminal diff erenzierten und wachstumsarretierten Zellen ist die Expression hingegen 
herunterreguliert (Schlesinger & Bond, 1987; Shimbara et aL, 1993; Wong et aL, 1993). 
Die Aufgabe, dereo Losing der Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, war die Bereitstelung starker 

40 nichtviraler Promotoren fur Verfahren zur Herstellung heterologer Genprodukte in Kulturzellen, insbesondere 
Hamsterzellen. 

Oberraschend wurde ein Promoter eines Gens aufgefunden, der insbesondere in CHO-Zellen eine dem 
viralen SV40-Promotor gleichwertige Aktivitlt hat. Dieses Gen kodiert fur das Ubiquitinfusionsprotein Ub/ 
S27a. Der Ub/S27a-Promotor ist Gegenstand der Erfindung, insbesondere der Ub/S27a-Promotor aus Hamster. 
45 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Regulatorsequenzen in der 5' untranslatierten Region des Ub/S27a- 
Grens. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Nukleinsauremolekttl, das Promotorsequenzen 
und/oder andere regulatorische Sequenzen des Ub/S27a-Gens enth&lt Bevorzugt sind dabei die Promotorse- 
quenzen und/oder anderen regulatorischen Sequenzen aus dem Ub/27a-Gen des Hamsters abgeleitet. Insbeson- 

50 dere ist ein NukleinsauremoIekOl Gegenstand der Erfindung, das Promotorsequenzen und/oder andere regula- 
torische Sequenzen enth&It, die in der Sequenz geraaB Abb. 5 enthalten sind. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauremolekule, die Sequenzen aus dem Bereich 
enthalten, der den Positionen — 161 bis —45 gemafi Abb, 5 entspricht Es liegt im Kannen des Fachmanns, mit 
den Methoden, die in Beispiel 4 beschrieben werden, Nukleinsauremolekule herzusteUen, die Teilsequenzen der 

55 erfmdungsgem&Ben Sequenzen enthalten, insbesondere eine Teilsequenz des Bereichs von — 161 bis — 45, die 
ebenfalls starke Promotoraktivitat vermitteln kdnnen. Solche Teilsequenzen sind daher ebenfalls Gegenstand 
der Erfindung. 

Es liegt auch im Kdnnen des Fachmanns, die Promotorsequenz durch Substitution, Insertion, Deletion oder 
Addition von einer, zwei, drei oder mehr Basen gegenuber der Sequenz gemiB Abb. 5 zu verandern, ohne 

6o dadurch die Promotoraktivitat, die mit der in Beispiel 4 beschriebenen Methode gemessen werden kann, deutlich 
zu erniedrigen. Unter einer deutlichen Erniedrigung der Promotoraktivitat soil eine Erniedrigung um mehr als 
50% des Wertes, der fur das 272-bp-Deletionsfragment aus Tabelle 1 im CAT-Assay gemaB Beispiel 4 unter 
vergleichbaren Bedingungen erhalten wird, verstanden werden. Solche Varianten der Promotorsequenz sind 
daher ausdrucklich in die Erfindung eingeschlossen. 

65 In den erfindungsgemaBen NukleinsauremoIekQlen sind die Promotor- und/oder regulatorischen Sequenzen 
vorteilhaft mit einem Gen funktionell verknupft, so daB dieses Gen unter der Kontrolle dieser Sequenzen 
exprimiert werden kann. Ein solches Gen kann beispielsweise fur Gewebeplasminogenaktivator (EP 0093619), 
ein second-generation-Plasminogenaktivator, z. B. tnk-t-PA (WO 93/24635), Interferon, z. B. Interferon-a 
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(EP 0595241), Interferon-P (EP 0041313, EP 0287075), Interferon-y (EP 0146354) oder Interferon-** (EP 0170204), 
Tumomekrosefaktor (EP 0168214), Erythropoietin (WO 86/03520), Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Fak- 
tor (EP 0220520, EP 0237545) oder Mangan-Superoxiddismutase (EP 0282899) kodieren, die a us dem Stand der 
Technik bekannt sind ZweckmaBig kann ein solches NukJeinsauremolekOl ein Expressionsvektor sein (Sambro- 
ok et aL, 1 63 — 1 639, 1989). Gegenstand der Erfindung sind besonders auch solche Expressionsvektoren, die nach 5 
der Einf uhrung in eine eukaryontische Wirtszelle durcfa Rekombination in deren Genom integriert werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, in die eines der genannten Nukleinsaure- 
molekule eingefuhrt wurde. Bevorzugt ist in eine solche Wirtszelle ein Expressionsvektor eingefuhrt, der das 
Gen fur ein heterologes Genprodukt in Verknupfung mit dem Promotor des Ub/S27a-Gens und/oder weiteren 
regulatorischen Sequenzen enthalt Die erfindungsgemaBe Wirtszelle ist bevorzugt eine Saugerzelle. Insbeson- io 
dere kann die Wirtszelle eine Hamsterzelle, z. a eine CHO- (CHO = Chinese hamster ovary; Urlaub et Chasm, 
1980; vgL auch Kaufman, 1987 sowie Referenzen darin, sowie Sambrook et aL, 1 6:28—16.29, 1989), BHK- (BHK 
— Baby hamster kidney) oder Hybridomzelle, besonders bevorzugt eine CHO-Zefle sein. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines heterologen Genpro- 
dukts in einer eukaryontischen Wirtszelle, vorzugsweise einer Hamsterzelle, besonders bevorzugt einer CHO- is 
Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB eines der erwahnten Nukleinsauremolektile in die eukaryontische Wirtszelle 
eingefuhrt wird, die Wirtszelle kultiviert und das synthetisierte Genprodukt isoliert wird Bei dem erfindungsge- 
m&Ben Verfahren wird das heterologe Genprodukt unter der Kontrolle von Promotorsequenzen und/oder 
regulatorischen Sequenzen des Ub/S27a-Gens, vorzugsweise aus Hamster, exprimiert Vorteilhaft kdnnen fur 
ein solches Verfahren Nukleinsauremolekule verwendet werden, die Promotorsequenzen und/oder regulatori- 20 
sche Sequenzen enthalten, die in der Abb- 5 enthalten sind. Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die 
Promotorsequenzen in der Sequenz enthalten sind, die den Positionen —161 bis —45 gem&B Abb. 5 entspricht 
Auch hier liegt es im Kdnnen des Fachmanns, Teilsequenzen mit Promotoraktrvitat oder gleichwertige Varian- 
ten der off enbarten Sequenzen herzustellen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein starker homologer Promotor des Hamsters. Ein 25 
soldier Promotor, der fur die Herstellung heterologer Genprodukte in Hamsterzellen, insbesondere CHO-Zel- 
len sehr vorteilhaft ist, wird hiermit erstmalig bereitgestellt Insbesondere betrifft die Erfindung einen starken 
homologen Promotor des Hamsters, der in CHOZellen im CAT- Assay gemaB Beispiel 4 eine grdBere Aktivitat 
aufweist als der Thymidinkinasepromotor aus Herpes simplex. Vorteilhaft weist ein solcher Promotor eine 
Transkriptionsaktivitat auf, die mindestens in der gleichen GrdBenordnung liegt wie diejenige des SV40- Promo- 30 
tors. In der gleichen GrdBenordnung soil hier bedeuten, daB der erfindungsgemaBe Promotor mindestens 50%, 
besser mindestens 80%, noch mehr bevorzugt mindestens 90% der Aktivitat des SV40-Promotors im CAT-As- 
say gemaB Beispiel 4 hat Bevorzugt ist ein solcher Promotor dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens eines 
der Merkmale: GC-reicher Sequenzbereieh, Spl-BindungssteDe, Polypyrunidinelement, Abwesenheit einer TA- 
TA-Box aufweist Besonders bevorzugt ist ein solcher Promotor, der eine Spl-Bindungsstelle bei Abwesenheit 35 
einer TATA- Box aufweist Ferner ist ein solcher Promotor bevorzugt, der konstitutiv aktiviert ist und insbeson- 
dere unter serumhaltigen, serum arm en und serumfreien Zellkulturbedingungen gleichermaBen aktiv ist In einer 
anderen Ausfuhrungsform hand el t es sich urn einen induzierbaren Promotor, insbesondere urn einen Promotor, 
der durch Serumentzug aktiviert wird. Eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform ist ein Promotor mit einer 
Sequenz, die in Abb. 5 enthalten ist Besonders bevorzugt ist dabei eine Sequenz, die in der Sequenz enthalten ist, 40 
die den Positionen —161 bis —45 gemaB Abb- 5 entspricht 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Expression eines heterologen Genpro- 
dukts in Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zellen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB das Genprodukt unter 
der Kontrolle eines starken homologen Promotors des Hamsters exprimiert wird. In bevorzugten Ausfuhrungs- 
■ formen ist ein^solcher Promotor durch Merkmale gekennzeichnet, wie sie im vorigen Absatz beschrieben 45 

wurden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Promotors, wie er vorstehend 
beschrieben wurde, zur Herstellung eines heterologen Genprodukts in Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zel- 
len. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Ub/S27a-Gen aus Hamster. Vorzugsweise hat ein 50 
solches Gen eine Sequenz gemaB Abb. 1 oder eine Sequenz, die unter stringenten Bedingungen mit einem 
NukleinsauremolekGl mit der Sequenz gemaB Abb. 1 hybridisiert In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form enthalt ein solches Gen Promotor- und/oder regulatorische Sequenzen, wie sie in der Sequenz gemaB 
Abb. 5 enthalten sind 

Die beschriebenen Promotorsequenzen kdnnen in einer Expressionskassette in funktionellen Zusammenhang 55 
mit weiteren regulatorischen Sequenzen gebracht werdea Beispielsweise konnen sie mit Enhancer-Sequenzen 
funktionell verknttpft und so die Transkriptionsaktivitat gesteigert werden. Dabei kann es sich urn einen oder 
mehrere Enhancer und/oder mehrere Kopien einer Enhancer-Sequenz handeln. Beispielsweise kann dabei ein 
CMV- oder ein SV40- Enhancer verwendet werden. Der humane CMV- Enhancer gehQrt dabei zu den starksten 
bis her identifizierten Enhancera Ein Beispiel fur einen induzierbaren Enhancer ist der Metallothionein-Enhan- 60 
cer, der durch Glukokortikoide oder Schwermetalle stimuliert werden kann. Eine weitere mOgliche Modifikation 
ware z. B. die EinfUhrung raultipler Spl-Bindungsstellen. Die Promotorsequenzen kdnnen ferner mit regulatori- 
schen Sequenzen kombiniert werden, die eine Steuerung/Regulierung der Transkriptionsaktivitat gestatten. So 
kann der Promotor reprimierbar/induzierbar gemacht werden. Dies kann beispielsweise durch die Verknupfung 
mit Sequenzen geschehen, die Bindungsstellen fur positiv oder negativ regulierende Transkriptionsfaktoren 65 
darstellen. Der oben genannte Transkriptionsfaktor SP-1 beispielsweise hat einen positiven EinfluB auf die 
Transkriptionsaktivitat Ein weiteres Beispiel ist die Bindungsstelle fur das Aktivatorprotein AP-1, das sowohl in 
positiver als auch in negativer Weise auf die Transkription einwirken kann. Die Aktivitat des AP-1 kann durch 
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verschiedenste Faktoren, wie z. B. Wachstumsf aktoren, Zytokine und Serum, gesteuert werden (Faisst et Meyer. 
1992, und Referenzen darin). Die Tnmskriptionseffizienz kann auch dadurch gesteigert werden, daB die Pro mo- 
tors equenz durcb Mutation (Substitution, Insertion, Deletion) von einer, zwei, drei oder mehr Basen verandert 
wird und da an im CAT-Test gemiB Beispiel 4 gemessen wird, ob sich dadurch die Promotoraktivitat erbdht 
5 Durch die in diesem Absatz beschriebenen Mafinahmen kann eine optimierte Expressionskassette erhalten 
werden, die von hohem Nutzen fur die Expression heterologer Genprodukte, insbesondere in CHO-Zeilen, ist 
Eine durch eine oder mehrere solcher MaBnahmen erhaltene Expressionskassette ist daher ebenf alls Gegen- 
stand der Erfindung. 

In DNasel-Footprint- und Mutationsanarysen kann untersucht werden, welche Faktoren die Expression 

io beeinflussen und ob die Promotoraktivitat durch die Deletierung von mdgiicherweise vorhandenen negativen 
KontroHelementen und durch die Einfuhrung von weiteren positiven Kontrollelementen noch gesteigert werden 
kann. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben auBerdem gezeigt* daB die Expression des Ub/S27a-Gens - 
ganz off ensichtlich durch verschiedene Faktoren reguliert werden kann. So zeigte die Gruppe urn Shimbara, daB 
bei einer terminalen in vifro Differenzierung von humanen Leukamie-Zellinien (HL-60, K562, U937, THOl) 

15 durch Zugabe von verschiedenen Substanzen wie TPA (12-0-Tetra-decanoylphorphol-13-acetat), DMSO, Ret- 
insaure und 1 ,25- D ihydroxyvitamin D3 in das Kulturmedium die Expression des Ub/S27a-Gens herunterregu- 
liert wird (Shimbara et aL, 1993). Und die Gruppe urn Wong stellte eine Oberexpression des Ub/S27a-Gens in 
Carcinomazellen des Enddarms fest (Wong et aL, 1993X Die Genexpression korrelierte dabei mit den klinischen 
Tumorstadien mit einer hdheren Expression in weiter fortgeschrittenem Krebs. 

20 Die Ausfuhrung der Erfindung ist dem Fachmann in Kenntnis des Offenbarungsgehaltes dieser Anmeldung 
mit an sich bekannten Methoden sowie gem&B der Beispiele mdglich. 

Das komplette Ub/S27a-Gen, die 5'-untranslatierte Region des Ub/S27a-Gens bzw. ausgewahlte Fragmente 
davon kdnnen in Kenntnis der Sequenzen gemafl Abb. 1, 2 und 5 mit verschiedenen Standardmethoden erhalten 
werden. A us der S equenz gem&B Abb. 5 kann beispielsweise ein geeigneter Abschnitt ausgewahlt und eine 

25 Oligonukleotid-Sonde chemisch synthetisiert werden, die die Sequenz dieses Abschnitts hat (Sambrook et aL, 
113-11.44, 1989). Mit einer solchen Sonde kann durch Hybridisierung a us einer genomischen Bibiiothek (Sam- 
brook et aL, 9.4—9.62, 1 1.45— 1 1.61, 1989) des Hamsters das Ub/S27a-Gen bzw. dessen 5'-untranslatierte Region 
kloniert werden. Die S'-untranslatierte Region bzw. spezielle Fragmente davon kdnnen auch ieicht durch 
PCR-Amplifikation mit entsprechenden Primern aus einer genomischen Bibiiothek erhalten werden (Sambrook 

30 et aL, 14.5— 1435, 1989). Diese Methode eignet sich besonders zur Herstellung ausgewahher Fragmente der 
Promotorregion, etwa des Bereichs von — 161 bis — 45 oder eines Abschnitts dieses Bereiches. Fragmente der 
S'-untransIatierten Region wie etwa die in Tabelle 1 aufgefQhrten kdnnen auch durch limitierten Exonuklease 
Ill-Verdau aus grdBeren DNA-Fragmenten erhalten werden (Sambrook et aL, 15.14—15.19; 5.84— 5.85, 1989). 
Solche DNA-MolekOIe kdnnen auch chemisch synthetisiert oder aus chemisch synthetisierten Fragmenten 

35 durch ligation erzeugt werden. Das Ub/S27a-Gen einer anderen Species, vorzugsweise S&ugerspecies, bzw. 
dessen S'-untranslatierte Region kann durch Kreuzhybridisierung mit Sonden aus dem 5'-untranslatierten 
Bereich des Hamster-Ub/S27a-Gens oder etwa Sonden aus dem S27a-Anteil des Hamster-Ub/S27a-Gens 
isoliert werden. 

Es stent im Stand der Technik eine Anzahl von Expressionsvektoren zur Verf ttgung, die im Zusammenhang 

40 mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen. Die erfindungsgem&fien Promotor- und/oder regu- 
latorischen Sequenzen kdnnen an Stelle der in diesen Vektoren vorhandenen Promotorelemente integriert 
werden und so die Expression des jeweiligen Gens steuern, das mit diesem Vektor exprimiert werden solL 
Kommerziell erhaltliche Vektoren, die sich zur Integration des erfindungsgem&fien Pro mo tors gut eignen, sind 
beispielsweise der pCAT- Basic Vector (Promega; kompilierte Sequenz zugangiich aber EMBL Accession No. 

45 X65322) oder der pCAT- Enhancer Vector, der zusatzlich noch einen SV40- Enhancer enthaMt (Promega; kompi- 
lierte Sequenz zugangiich aber EMBL Accession No. X653 19). Ein Beispiel fur einen promotorlosen Vektor ist 
das Plasmid pBL-CAT6 (Boshart et aL, 1992; siehe auch Luckow et Schutz, I987)i Die erfindungsgemaBen 
Promotorsequenzen kdnnen in die HindlU-, SphI-, PstI-, Sail-, Xbal-, BamHI-, Bglll- oder Xhol-Restriktions- 
schnittstellen dieses Vektors ligiert werden und so mit dem in diesem Vektor enthaltenen Chloramphenicol- 

50 Transferase (CAT)-Gen funktionell verknUpft werden. Anstelle des CAT-Gens kann auch ein anderes Gen, etwa 
fur Gewebsplasminogenaktivator, in diesen Vektor integriert werden. Das CAT-Gen kann z. B. durch einen 
Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen Xhol und Clal aus dem Vektor pBL-CAT6 entfernt werden. Die 
dabei deletierte SV40 3' untranslatierte Region, die die Intronsequenz und das Polyadenylierungssignal enthalt, 
kann ggf (d h. sofern deren Funktion nicht durch die geneigenen 3'-Sequenzen Qbernommen wird) nachfolgend 

55 wieder eingebaut werden, indem man z. B. diese SV40-Region mittels PCR amplifiziert und dabei gleich mit 
geeigneten Restriktionsschnittstellen an beiden Enden versieht, damit nachfolgende Umklonierungen, z. B. bei 
Einfuhrung eines anderen gewunschten Genes, erieichtert werden. Eine andere Strategic der Auswechslung des 
CAT-Genes gegen ein anderes Gen ist, daB man zunachst mittels PCR und geeigneter mutagener Oligonukleoti- 
de eine singulare Restriktionsschnittstelle am S'-Ende der SV40-Region in den Vektor pBL-CAT6 einfuhrt, die es 

60 nachfolgend ermdglicht, gezielt das CAT-Gen zu entfernen. Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Verwen- 
dung des Vektors pLUC, der im Prinzip wie pBL-CAT6 aufgebaut ist, aber anstelle des CAT-Gens ein Lucifera- 
se-Reportergen enthalt Dieses laBt sich leicht durch einen XhoI/EcoNI-Dopperverdau entfernen, wobei die 
SV40-Sequenz im Vektor verbleibt 
Zur Erzeugung stabiler Zellinien mit hoher Expression des heterologen Gens wShlt man vorteilhaft einen 

65 Vektor, der die Selektion von Transformanden gestattet, die den Vektor in ihr Chromosom integriert und das 
integrierte heterologe Gen amplifiziert haben. Vektoren fur solche Selektions-/Amplifikationsverfahren wie das 
DHFR/Methotrexat-Verfahren in DHFR-defizienten Zellinien (z. a CHO-DUKX) sind ebenfalls Stand der 
Technik (Sambrook etaL, 163-16.15; 16.28-16.29, 1989). 
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Verfahren zur Einbringung der crhaltenen Vektoren in Wirtszellen ebenso wie die Selektion und Kultur der 
Transform anden kann der Facbmann Standardwerken entnehraen (z. B. SambrooketaL, 163— 1&81, 1989). 

Abgesehen von der Optimierung des Promoters bietet sich noch ein ganz anderer Ansatzpunkt zur Verbesse- 
nmg der Produktausbeute, uad zwar ilber ei>jieu"G^adosfieffekt"Kit stelgeuder ifcopieraal^def ins Genioifl 
integrierten Vektorkonstrukte sollte auch die Menge an produzierten Transkripten zunehmen. Eine spontane s 
Ampiifikation der eingeftthrten Konstrukte, die in einer stabilen Integration einer Vielzahl von Kopien resultiert, 
kann durch die Verwendung einer Sequenz mit amplifikationsfdrdernden Eigenschaften, sogenannten "amplifi- 
cation promoting sequences", erzielt werden. Eine solche Sequenz, die einen sehr hoben AT- Ge halt besitzt war 
z. E aus der nicht-transkribierten Intergenregion der ribosomalen Mausgene isoliert worden (Wegner et aL, 
1989) und wurde bereits erfolgreich zur stabilen und effizienten Inhibierung der H1V-1 Replikatton durch 10 
antisense RNA eingesetzt (Meyer et aL, 1993). Ein 49 bp groBer Sequenzbereich der Ub/S27a 5' untranslatierten 
Region (Position — 1477 bis — 1429; Abb. 4) mit einem hohen AT-Gehalt von 88% weist grofie Homologie zu 
den oben beschriebenen amplifikationsfdrdernden Sequenzen der Maus auf. DaB dieser CHO-Sequenzbereich 
ebenfalls solche Eigenschaften besitzt, kann durch den Einsatz von Ub/S27a-Promotorkonstrukten, denen diese 
CHO-Sequenzvorgescha!tetist,uberprQft werden. 15 

Beschreibung der Abbildungen 

Abb. 1 : Vergleich der DNA-Sequenz des kompletten Ubiquitin/S27a cDNA-KIons aus CHO-Zellen mit der 

hum aiien cDN A- Sequenz 20 

Vergleich der CHO Ub/S27a cDNA-Sequenz rait der humanen cDNA-Sequenz (Adams et aL, 1992). Identita- 
ten innerhalb der Sequenz sind durch hervorgehoben. Der Ubiquitinanteii ist durch Doppellinien fiber der 
Sequenz gekennzeichnet Die Positionen der drei Introns sind durch Dreiecke markiert 

25 

Poly A Signal ::: Startkodon +++ Stoppkodon 

Abb. 2: Aminosauresequenz des Ubiquitinfusionsproteins Ub/S27a 30 

Vergleich der aus der CHO cDNA -Sequenz abgeleiteten Ub/S27a-Ammosturesequenz mit der humanen 
Aminosauresequenz (Adams et aL, 1992). Identitaten innerhalb der Sequenzen sind durch *•* gekennzeichnet Die 
Ubiquitineinheit von 76 Aminosauren ist durch Doppellinien fiber der Sequenz hervorgehoben. 

35 

Abb. 3: Analyse der Ub/S27a-Transkriptlevel in CHO-Zellen 

Die denaturierte zytoplasmatische Gesamt-RNA (10 pg) von serumkultivierten und serumfrei kultivierten 
CHO-Zellen wurde in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine 
Nylonmembran transferiert Als Hybridisierungsprobe wurde die ^P-markierte Ub/S27a-cDNA (508 bp) aus 40 
CHO eingesetzt Die Expositionszeit des Rdntgenfilms betrug 3 Stunden. 

1+3 serumkuJtivierte CHO-Zellen 

2 + 4 serumfrei kultivierte CHO-Zellen 

5 serumkultivierte CHO-Zellen wurden fur 24 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert 45 

6 serumfrei kultivierte CHO-Zellen wurden fur 24 Stunden in serumhaltigem Medium kultiviert 

Abb. 4: Strategic zur Sequenzierung der Ub/S27a 5' untranslatierten Region 

Die 23 kb grofie 5' untranslatierte Region des Ub/S27a-Gens ist schematisch dargestellt Es wurden sowohl so 
subklonierte Restriktionsfragmente als auch durch Exonuklease III-Verdau erzeugte Deletionsklone sequen- 
ziert, wobei AusmaB und Richtung der Sequenzierung en durch Pf eile angezeigt sind. 
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Abb. 5: Genomische DNA-Sequenz der Ub/S27a 5' untranslatierten Region 
Zeicherierklarung: 



Restriktionsschnittstellen 

S v EndederPromotordeletionskioae 

3* Ende der Promotordeletionsklone 

Homologie zu amplifikationsfbrdernden Sequenzen 

polypyriniidinreicher Sequenzbereich 

Startkodon 

durch SI Nukieasekarderung bestimmte Transkriptionsstartstellen 
Qber Primer-Extension erfaaltenes 5* Ende 
Spl-BindungssteHe 



Die Nukleotide sind in Relation zur Transkriptionsstartstelle, die mit +1 bezeichnet ist, nunieriert Die 
Restriktionsschnittstellen fur SacII und EagI, die fur GOreiche Sequenzbereiche spezifisch sind, sowie die zu 
Subklonierungszwecken herangezogenen Restriktionsschnittstellen fur EcoRI, Hindi und HindlH sind in der 
Sequenz durch Unterstreichung hervorgehoben. Zur Kennzeichnung der Intro nsequenz wurden Kleinbuchsta- 
ben verwendet Die Aminosauresequenz ist unter der DNA-Sequenz wiedergegeben. 

Abb. 6: Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes durch Primer-Extension 

Die Priraer-Extensionsanalyse wurde mit 5 ug zytoplasmatischer Gesamt-RNA von serumkultivierten CHO- 
Zellen durchgefQhrt (Bahn 1). AIs Kontrolle wurde 5 ug Hefe tRNA verwendet (Bahn 2). Der eingesetzte 
32 P-endmarkierte Primer hybridisierte mit dem S27a-Anteil der Ub/S27a mRNA (Nukleotide +256 bis +276 in 
der cDNA-Sequenz). Die Extensionsprodukte wurden in einem 6%igen denaturierenden Polyacrylamidgel 
aufgetrennt AIs GrdBenmarker wurde eine Sequenzierungsreaktion benutzt Die Lange des Extensionsproduk- 
tes, dessen Position durch einen Pfeil gekeDnzeiclmet ist, betrug 304 Nukleotide. 

Abb. 7: Ermittlung des Transkriptionsstartpunktes durch SI Nuklease-Kartierung 

Eine der Gegenstrangsequenz entsprechende 32 P-endmarkierte Einzelstrangprobe, die den gesamten Bereich 
der 5' untranslatierten Region (—2289 bis + 176) umfaBte, wurde mit 5 ug Gesamt-RNA (Bahn 2) bzw. zytoplas- 
matischer Gesamt-RNA (Bahn 3) aus serumkultivierten CHO-Zellen hybridisiert AIs Kontrolle wurde 5 ug Hefe 
tRNA eingesetzt (Bahn 1). Die vor dem SI Nuklease-Abbau geschQtzten Fragmente wurden in einem 8%igen 
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt AIs GrdBenmarker diente eine Sequenzierungsreaktion, in der 
der zur eingesetzten Hybridisierungsprobe komplementare DNA-Strang sequenziert wurde. Der zur Sequen- 
zierung benutzte Primer hybridisierte dabei mit der Nukleotidsequenz von + 157 bis + 176. Die Positionen der 
abbaugeschutzten DNA-Fragmente sind in der hervorgehobenen Sequenz durch Pfeile markiert Dem distalen 
Transkriptionsstartpunkt wurde die Nukleotidposition + 1 zugeordnet 

Abb. 8: Funktionelle Analyse der Ub/S27a-Promotoraktivitat 

Vektorkonstrukte, in denen serielle Deletionen der 5 r flankierenden Region des Ub/S27a-Gens in beiden 
Orientierungen mit dem CAT-Reportergen fusioniert worden waren, wurden zur transienten Transfektion von 
serumkultivierten CHO-Zellen eingesetzt AIs Kontrolle wurden Piasraide eingesetzt, in denen das CAT-Repor- 
tergen unter der Kontrolle eines viralen Promoters stand Insgesamt wurden vier voneinander unabhangige 
Transfektionsexperimente durchgefQhrt 

Die relative CAT-Aktivitat der verschiedenen Vektorkonstrukte ist als Prozent der CAT-Aktivitat in 
pCMVtkCAT transfizierten CHO-Zellen, die als 100% angenommen wurde, angegeben und reprasentiert den 
Mittelwert (Standardabweichung in alien Fallen £ 5%) aus den vier Transfektionsexperimenten. Samtliche 
CAT-Aktivitaten wurden bezuglich eingesetzter Proteinmenge sowie Transf ektionseffizienz, die durch Messung 
der P-Galactosidase- Aktivitat des co- transfizierten Kontrollplasraides pCMVtklacZ bestimmt wurde, korrigiert 



* 



+ 1, +13 
+ 85 

>>>>>> 
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I | Kontrollplasmide: ohne Promotor oder virale Promotoren (tk, SV40) 
HI Ub/S27a 5* untranslatierte Region: 5-3' Orientierung in pBL-CAT6 
Hi Uh/S27a 5' untranslati^te Region: 3'-5 f Orientierung in pBL-CAT6 
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Beispiele 
Plasmide 

FQr die DurchfQhrung sarntlicher Genmanlpulationen wurde der Vektor pBIuescript SK — verwendet (Strata- is 
gene Cloning Systems). Zur Expressionsanalyse wurden eukaryontische Expressionsvektoren eingesetzt, die das 
als Reportergen dienende bakterielle Chloramphenicol- Acetyl transferase (CAT)-Gen enthielten. Das CAT-Gen 
1st dabei mit verschiedenen viralen Promotoren fusioniert In pBL-CAT5 ist es der Thymidinkinasepromotor (tk) 
des Herpes simplex Virus (Bos hart et aL, 1992; kompilierte Sequenz zuganglich Qber Gen-Bank Accession No. 
M80483), in pCMVtkCAT der tk-Promotor in {Combination mit einem Enhancer des humanen Cytomegalievirus 20 
(CMV) (Christoph Winkler, WQrzburg) und in pKSSV2CAT der SV40- Promotor (Tsonis et aL, 1988). pBL-CAT6 
diente als Negativkontrolle und enthalt ein promotorioses CAT-Gen (Boshart et aL, 1992; kompilierte Sequenz 
zuganglich fiber GenBank Accession No. M80484). Im Vektor pCMVtklacZ steht die Expression des bakteriellen 
p-Galactosidase-Gens unter der Kontrolle der CMV-Enhancer/tk-Promotorkombination (Christoph Winkler, 
Wttrzburg). 25 

Zellkultur 



CHO-DUKX Zellen (Uriaub und Chasin, 1980) wurden in Dulbecco's Modified Eagle's Medium/ Ham's F12 
Medium (1 : IX supplementiert mit 5% fotalem Kaiberserum, in Roux-Flaschen in einem CO2 begasbaren 30 
Brutschrank bei 90% Luftfeuchtigkeit, 37° C und 5% CO2 kultiviert Fur die serumfreie Kultivierung wurden 
CHO-DUKX Zellen verwendet, die langsam an ein Wachstum in Medium ohne Serum adaptiert worden waren 
und nun permanent in serumfreiem Medium kultiviert werden. Dtese Zellen wurden als Suspensionskulturen in 
Spinnerflaschen in Iscove's Modified Dulbecco's Medium/Ham's F12 Medium (1:1) kultiviert, das mit nieder- 
molekularem Pepton (Aldag, Hamburg), Insulin und Transferrin (Canada Packars) supplementiert wurde. 35 

Beispiel 1: Differentielle Hybridisierung rekombinanter CHO cDNA Genbanken 

Unter Verwendung von polyadenylierter niRNA aus CHO-Zellen, die entweder in Serum oder ohne Serum 
kultiviert worden waren, wurden zunachst zwei cDNA Genbanken in XZAPH, bestehend aus 4.2 x 106 bzw. 23 40 
x 10 5 rekombinantenPhagenklonen,hergestellt 

Die zytoplasmatische RNA wurde von NP40-lysierten 2kllen pr&pariert und durch Phenol/Chloroform- Ex- 
traktionen gereinigt (Nicolaides und Stoeckert, 1990). Polyadenytierte mRNA von CHO-Zellen, die mit oder 
ohne Serum kultiviert worden waren, wurde durch Affinit&tschromatographie an einer OIigo(dT)-CeIl ulo seslul e 
gewonnen (Sambrook et aL, 1989). Zur Herstellung der cDNA wurde das cDNA Synthesekit von Pharmacia 45 
LKB verwendei wobei zur Erststrangsynthese ein Oligo (dT)- Primer eingesetzt wurde. Die cDN A wurde in den 
EcoRI-verdauten Vektor XZAPII kloniert (Strategene Cloning Systems). Filterduplikate der nicht-amplifizierten 
CHO cDNA Genbank aus serumfrei kultivierten CHO-Zellen wurden durch differentielle Hybridisierung ges- 
creent Als Probe wurde Gesamt-cDNA von serumkultrvierten und serumfrei kultivierten CHO-Zellen einge- 
setzt, die durch "random priming" (Prime a Gene labelling Kit; Promega Cooperation) mit (a-^P) dCTP (6000 50 
Ci/mmol; Amersham International pic) markiert worden war. Die Hybridisierung wurde wie in der Northern 
Blot Analyse (s. u, Beispiel 2) beschrieben durchgefQhrt. Phagenplaques, die mit beiden cDNA-Proben eine 
starke Hybridisierung zeigten, wurden isoliert und nochmals einer dtfferentiellen Hybridisierung unterzogea 
Aus den rekombinanten XZAPII Phagen wurden Phagemide durch in vivo Exzision unter Einsatz des Helferpha- 
gcr5 R408 gcwomcn (XZAPJ! dcning krt-ProtokolI; Strat£geie Cloning Systems)- 53 

Ungefahr 6000 Phagenklone wurden so gescreent Insgesamt wurden 12 rekombinante Phagenklone isoliert, 
die eine besonders starke Hybridisierung mit beiden Gesamt-cDN A-Proben zeigten. 

DNA-Sequenzen wurden nach der Didesoxymethode unter Verwendung des T7 Sequenziemngskits von 
Pharmacia LKB ermittelt Als Primer wurden so wo hi T3 und 17 Promotorprimer als au ch ge nspezifische Primer 
eingesetzt. In aUen Fallen wurden die DNA-Proben mit [a- 35 S] dATP bzw. [a- 35 S] dCTP (10 jiCi; Amersham 60 
International pic) markiert. Die Reaktionsprodukte wurden in einem 6%igen Polyacrylamid-Sequenzierungsgel 
elektrophoretisch aufgetrennt Zur Sequenzanalyse wurden die Datenbanken von GenBank und EMBL heran- 
gezogen. 

Einer der isolierten cDNA-KIone kodierte fur ein Fusionsprotein, Ub/S27a, bestehend aus einer Ubiquitin- 
Monomereinheit und einem ribosomalen Protein der kleinen Untereinheit, S27a (Abb. \\ Die groBte Homologie 65 
besteht mit der humanen Ub/S27a-Sequenz (Adams et al, 1992) mit 922% Homologie auf cDNA-Ebene und 
100% Homologie auf Arninos&ure-Ebene, Die isolierte CHO Ub/S27a cDNA ist 508 bp groB und umfaBt die 
gesamte Kodierregion sowie ein Polyadenylierungssignal im 3' untranslatierten Bereich und zwei einander 
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die ersten 76 Aininosauren des 156 Aminosaure s 

Beispiel2: Analyse der^Ta-Genexpression 

i • M^rthem Blot Experimenter in denen zytoplasmatische 

vonWfahr600Nukl^^ 

zusatelichenTramki^tenyoni^erahr iwu miteinander fusioniert sind. ^^Xl hvbridisieren mit dem 
Tdenen mehrere Ub«qmttn-Monomere^erten geringere nl^el expert werien.^bn*si ^ 

unter diesen ^^ e ^^ e „X^ B?ot Analysed ab Probe eingesetzten "J^SSwtai CHO-ZeUen 
UbiquhinanteM der in de ^ N °^^u B ^nnTepermanent in serumfreiem Me ^. u . m .^ c r wenn die unter 
^StaiptlevelbEeb ^era^er, **Kr?Xd» (Abb ,3> Ein anderes ^^^n. Die 
fOr 24 h in serumhalngem "^^r^n CHO-Zellen for 24 h in serumfreies Mednmuoc der 

fiber eine Million rekombnumter Pnagemu Nioola ides und Stoeckert 



50 



55 



tatroo/Exon^Jberganj^ ^ n , iert , Metho des.Beispiel D-Das 

tiimteaunddasdrittelntronnn^-A^eUW^^ awulde nkomplettseqi^e^M€^o^^ ^ 

„ Beide DNA-Strtnge der » J^gg^ Restriknonsfragmenten ™ ^^ffiSS? potentielle 
Kartierung an Gesam t-PN Avon «r^um Primer-Exten«on em P^er ^enaeu cDNA . Sc . 
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tiviertenCHO-ZeUen^^ 

Dte ^Sl Nuklease-Karnenmg ^ PCR wie folgt «f"^JJ veSor pBluescript SK - 

genomischen Ub/S27a-Sequenz «WJ ^g^rfe in 5'-3' °^ n ™p» a^ Mat ^ e dng ^ t ^ 
S^ 1 * 1 ^® Dies esH^^^^r^K^niariderterU^Wa-sp^ 
(Stratagene Cloning s y* e ^>^£rTO-PnM^^ +157 bis + 176der 

AmpUfizierung ^SlSmW 3 ' komple D n ^^ Wtoentaren EnzeUtrungw 

J^ukte wuniennachfoigeadn^S ^ c;ne ^ ;*° n ^uUeon toyrimidinelements Uegen 

P Das Ober Prtoer-Extensiw ^JJ^SrtTO vom Startkodon ^f*X3S verifiziertwerdeiu « 
Transkriptionsstartpunkt 44 bp ^J""™^ ^ sl Nuklease-KamerungaUenun^ bzw. 116 

Se(Anb. 5> Diescr Startpunkt konnte Wpt ionsstartpunkte f .^f^^Positionen to na*- 

bp stwmaufwam yom Sttr*odon we rden(Abb. 5.^ 7 >^ e tae vorze itige Tennunerung der 

folaendenals Position +luno * beidenKarrierungsmethodenmem enz Uegt die Lange a 

zub^bachtende ^^^^dSiMtoitionierung des Pnmers ungeOhr 100 Basen. 
P^toVr-Extensionsreaktion. B^SSlSflber 300 Basen fiber der '^n^wSS*"""'*^ ist, desto 
SewartendenExte^ionspi^uk^mwuo ^ der gesuchten TransKnpn GC-retche 

ifg^Ber die ^^.^£3^ AbbmAs ^a^Sease-Kartierung wurde 
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Tab. 1 : Zusammenstellung der durch Exonuklease III-Verdau hergestellten 5' Deletionsklone der Ub/S27a 5' 

untranslatierten Region 



5 


5* DrfgttQpgfraoTnent 

*s irtVllV 1 l»TI 1 <MfcUl!OMi 


5* Ende ties Fnurmentea 


3* Ende des Fraotn en t pa 


10 


1612 bp 


Position -1501 


Position +111 


806 bp 


Position - 695 


Position +111 




483 bp 


Position - 372 


Position +111 


15 


272 bp 


Position - 161 


Position +111 


156 bp 


Position - 45 


Position +111 



20 Die Positionsangaben beziehen sich auf die Numerierung der in Abb. 5 dargestellten genomischen Ub/S27a- 
Sequenz. 

Alle Deletionsklone haben ein gemeinsames 3' Ende (Position +111), das zwischen den Transkriptionsstart- 
stellen und dem Startkodon liegt (Abb. 5). Das grdfite Fragment umfaBt 1.7 kb und das kleinste Fragment 150 bp 
(Tab. 1)l Letzteres ist das einzige Fragment, das nicht mehr die singulare Spl-Bindungsstelle enthalt Diese 
2s potentiellen Promotorregionen wurden in den eukaryontischen Expressionsvektor pBL-CAT6 vor das promo- 
torlose CAT-Gen, das als Reportergen diente, kloniert und zur transienten Transf ektion von serumkultivierten 
CHO-Zellen eingesetzt 

DN A-vermittelte Zelltransfektion und CAT-Assay 

30 

Am Vortag der Transfektion wurden 2 x 10 s Zellen pro 20 cm 2 Schale ausgesat Die Zellen wurden mit 10 ug 
Plasmid-DNA (CAT-Reporterkonstrukte) und 500 ng des Plasmides pCMVtklacZ unter Verwendung einer 
modifizierten Calciumphosphat-Prazipitationsmethode transfiziert (Chen & Okayama, 1987). Die p-Galactosida- 
se-Aktivitat des KontroIIvektors pCMVtklacZ wurde dabei zur Bestimmung der Transfektionseffizienz heran- 
35 gezogen. OberscbOssiges DNA-Prazipitat wurde nach 4stttndiger Inkubation bei 37° C und 5% CO2 durch 
Waschen mit PBS entfernt 

Nach einer Inkubationsperiode von 48 Stunden wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen. Danach 
wurde je 1 ml eiskalter NTE-Puffer (ai M Nad, 10 mM Tris-HCl pH 7B, 1 mM EDTA) in die Schalen gegeben 
und die Zellen wurden mit Hilfe eines Schabers von den Schalen abgeldst und in EppendorfgefaBe uberfuhrt Die 

40 Zellen wurden durch 3minutige Zentrifugation bei 9000 rpra pelletiert, in 70 ul 0.25 M Tris-HCl pH 7.8 resuspen- 
diert und bei — 70° C gelagert Fur die Bestimmung der Chloramphenicol- Acetyl transferase-Aktivitat nach der 
Methode von Sleigh wurden jeweils 30 ul der Zellsuspension eingesetzt (Sleigh, 1986). Eine Normalisierung der 
relativen CAT-Aktivit&t jeder Transf ektion wurde auf der Basis der nach der Methode von Norton und Coffin 
bestimmten p-Galactosidase- Aktivitat vorgenommen (Norton & Coffin, 1985). FOr diesen Test wurden jeweils 10 

45 ul der Zellsuspension eingesetzt In alien Fallen wurde auBerdem eine Korrektur bezOglich der eingesetzten 
Proteinmenge vorgenommen. Die Proteinkonzentration wurde dabei nach der Bradford-Methode bestimmt 
(Ausubel et aU 1987). 

In dem Histogramm in Abb. 8 sind die Ergebnisse aus vier unabhangig voneinander durchgefuhrten transien- 
ten Expressionsexperimenten dargesteOt Zur Kontrolle wurden Plasmide eingesetzt, in denen die CAT-Genex- 

50 pression durch einen konstitutiven viralen Promotor gesteuert wird. In pBL-CAT5 ist es der Thymidinkinasepro- 
motor des Herpes simplex Virus. In pCMVtkCAT liegt dieser Promotor in Kombination mit ein era Enhancer des 
huraanen Cytomegalievirus vor und in pKSSV2CAT handelt es sich urn den SV40- Promotor. pBL-CAT6 diente 
als Negativkontrolle und enthalt ein promotorloses CAT-Gea 

Mit Ausnahme des 156 bp Fragmentes zeigten alle Ub/S27a-Fragmente, die in 5'-3' Orientierung vor das 

55 promotorlose CAT-Reportergen kloniert worden waren, eine starke Promotoraktivitat, die Z5 bis 3mal hdher 
war als die des tk-Promotors des Herpes simplex Virus (Abb. 8). Die starkste Promotoraktivitat, die mit der des 
SV40-Promotors in pKSSV2CAT vergleichbar war, wiesen dabei die Fragmente von 483 bp und 272 bp auf 
Lediglich die virale CMV-Enhancer/tk-Promotor-Kombination in pCMVtkCAT resultierte in einer noch ura 
ungefahr 10% hdheren CAT-Aktivitat Bei einer bis zur Position — 45 reichenden Deletion (156 bp Fragment), 

60 die auch die singulare Spl-Bindungsstelle umfaBte, war keine CAT-Aktivitat mehr feststellbar (Abb. 8). Die 
Ub/S27a 5' untranslatierte Region, die fttr die Vermittlung einer starken PromotoraktiviUlt ausreichend ist, laBt 
sich somit auf den Bereich von — 161, dem 5' Ende des 272 bp Fragmentes, bis —45, dem 5' Ende des 156 bp 
Fragmentes, eingrenzen. Innerhalb dieses 117 bp umfassenden Bereiches liegt auch die singulare Spl-Bindungs- 
stelle. 

65 Ein unerwartetes Resultat war die Beobachtung, daB die kQrzeren Fragmente auch in der 3'— 5' Orientierung 
eine Promotoraktivitat aufwiesen (Abb. 8). Allerdings ist dieser auf dem Gegenstrang lokalisierte Promotor 
nicht so stark wie der Ub/S27a-Promotor, sondern urn 42% reduziert Auch hier zeigten die Fragmente von 483 
bp und 272 bp die groBte Aktivitat Diese Aktivitat war mit der des tk-Promotors in pBL-CAT5 vergleichbar. 
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Das zugehdrige Gen, dessen Expression von dies era Gegenstrangpro motor a us gesteuert wird, konnte bisher 
noch nicht identifiziert werden. Es kdnnte sich also bei dem oben erwahnten 1 17 bp Promotorbereich sogar urn 
eine bidirektionaJe Promotorregion handeln. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB mit dem von den Erfindem der vorfiegenden Erfmdung isolierten 
Ub/S27a-Promotor aus CHO-Zellen erstmals ein sehr starker konstitutiver homologer Promotor des Hamsters 
bereitgestellt wird. Untersuchungen an stabil transfizierten serumkultivierten CHO-Zellen beiegen, daB der 
Ub/S27a-Pro motor auch nacb der Integration in das Zellgenom auBerst aktiv ist und fur eine sehr starke 
Expression des CAT-Reportergenes sorgt 

Literatur 

Adams, S.M, Sharp, MG, Walker, I^A, Brammar, WJ. & Varley, JJvL(1992) 

Differential expression of translation-associated genes in benign and malignant human breast tumours 
BrJ.Cancer65,65-71 

Ausubet, KM, Brent, R, Kingston, RJE*, Moore, DJD, Smith, J A, Seidman, J.G. & StruM, IC (1987) 
Current protocols in molecular biology Greene Publishing Associates and Wliey-Interscience 
Baker, RX& Board, P.G.(1991) 

The human ubiquitin-52 amino acid fusion protein gene shares several structural features with mammalian 

ribosomal protein genes 

Nucleic Acids Research 19, 1035—1040 

Boshart, M, KlGppel, M, Schmidt, A-, Schatz, G. & Luckow, B. (1992) 
Reporter constructs with low background activity utilizing the cat gene 
Gene 110, 129-130 
Breathnach, fL & Chambon, P. (1981) 

Organization and expression of eukaryotic split genes coding for proteins 
AniLRevJ3iochem. 50, 349—383 
Chen, C & Okayama, H. (1987) 

High-efficiency transformation of mammalian cells by plasmid DNA 
J. MoL CelL BioL 7, 2745-2752 
Ciechanover, A. (1994) 

The ubiquitin-proteasome proteolytic pathway 
Cell 79, 13-21 

Dynan, WS. & Tjian, R. (1983) 

The promoter-specific transcription factor Spl binds to upstream sequences in the SV40 early promoter 

Cell 35, 79-87 

Faisst, S. & Meyer, S. (1992) 

Compilation of vertebrate-encoded transcription factors 

Nucleic Acids Research 20, 3 — 26 

Fmley, D, Bartel, B. & Varshavsky, A. (1989) 

The tails of ubiquitin precursors are ribosomal proteins whose fusion to ubiquitin facilitates ribosome biogenesis 
Nature 333, 394-401 

Fornace, A. J, Mama, L, Hollander, M.C & Lamoreaux, E. (1989) 
Ubiquitin niRNA is a major stress-induced transcript in mammalian ceils 
Nucleic Acids Research 17, 1215— 1230 
Huxley, C & Fried, M. (1990) 

The mouse rpL7a gene is typical of other ribosomal protein genes in it's 5' region but differs in being located in a 

tight cluster of CpG-rich islands 

Nucleic Acids Research 18,5353—5357 

Jentsch, S, Seuf ert, W. & Hauser, H.-P. (199 1) 

Genedc analysis of the ubiquitin system 

Biochimica et Biophysica Acta 1089, 127—139 

Kaufman, R. J. (1987) 

High level production of proteins in mammalian cells 

In: Genetic Engineering: Principles and methods (Hrsg. J IC Setlow), Bd. 9, S. 155 
Plenum Publishing, New York 
Luckow, B, Schatz, G. (1987) 

CAT constructions with multiple unique restriction sites for the functional analysis of eucaryotic promoters and 
regulatory elements 
Nucleic Acids Res. 15, 5490 
Luo, X. & Kim, K.-H. (1990) 

An enhancer element in the house-keeping promoter for acetyl-CoA carboxylase gene 
Nucleic Acids Research 18,3249—3254 

Meyer, J, Nick, S, Stamminger, T, Grummt, R, Jahn, G. & Lipps, HJ. (1 993) 

Inhibition of HIV-1 replication by a high-copy-number vector expressing antisense RNA for reverse transcripta- 
se 

Gene 129,263-268 

Nicolaides, N.C & Stoeckert, CJ. (1 990) 

A simple, efficient method for the separate isolation of RNA and DNA from the same cells 



11 



DE 195 39 493 Al 



BioTechniques 8, 154—155 
Norton, PA. & Coffin, JM> (1985) 

Bacterial p-galactosidase as a marker of Rous Sarcoma virus gene expression and replication 

MoL CelL BioL 5, 281 -290 

Redman, ICL & Rechsteiner, M. (1989) 

Identification of the long ubiquitin extension as ribosomal protein S27a 
Nature 338, 438-440 

Sambrook, J, Fritsch, EJ 7 . & Maniatis, T. (1989) 

Molecular cloning: A Laboratory Manual 

Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 

Schlesinger, MJ. & Bond, U.(1987) 

Ubiquitin genes 

Oxf Svr/ey S:ik. Genes 4, 77 ^31 

Shimbara, N, Sato, G, Takashina, M, Tanaka, T, Tanaka, K. & Ichihara, A. (1 993) 
Down-regulation of ubiquitin gene expression during differentiation of human leukemia cells 
FEBS Utters 322, 235-239 
Sleigh, MJ. (1986) 

A nonchromatographic assay for expression of the chloramphenicol acetyl transferase gene in eukaryotic cells 
AnaL Biochem. 156, 252-256 
Urlaub, G. & Chasin, LA. (1980) 

Isolation of Chinese hamster cell mutants deficient in dihydrofolate reductase activity 

Proa NatL Acad. ScL USA 77, 4216-4220 

Tsonis, PA, Manes, T, Millan, JX* & Goetinck, PJF. (1988) 

CAT constructs with convenient sites for cloning and generating deletions 

Nucleic Acids Research 16, 7745 

Wegner, M, Zastrow, G„ Klavinius, A, Schwender, S, Mttller, R, Luksza, R, Hoppe, J, Wienberg, J. & Grummt, F. 
(1989) 

Cis-acting sequences from mouse rDNA promote plasmid DNA amplification and persistence in mouse cells: 
implication of HMG-I in their function 
Nucleic Acids Research 17, 9909—9932 

Wiborg, O, Pedersen, MS, Wind, A, Bergiund, L.K, Marcker, KA. & Vuust, J. (1985) 

The human ubiquitin multigene family: some genes contain multiple directly repeated ubiqutin coding sequences 
EMBO J.4,755-759 

Wong, J At, Mafune, IC, Yow, FL, Rivers, EJnT, Ravikumar, T.S, Steele, GX>. & Chen, L3. (1 993) 
Ubiquitin- ribosomal protein S27a gene overexpressed in human colorectal carcinoma is an early growth respon- 
se gene 

Cancer Research 53, 1916— 1920 

Patentanspruche 

1. Nukleinsauremolekul, das Promo torsequenzen und/oder andere regulatorische Sequenzen des Ubiquitin- 
S27a-Gens enthalt 

2. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei die Promotorsequenzen und/oder anderen regulatorischen 
Sequenzen aus dem Ubiquitin-S27a-Gen des Hamsters abgeleitet sind 

3. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 oder. 2, wobei die Promotorsequenzen und/oder 
anderen regulatorischen Sequenzen in der Sequenz gemaB Abb. 5 enthalten sind. 

4. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 3, wobei die Promotorsequenzen in der Sequenz enthalten sind, die 
den Positionen — 161 bis —45 gemaB Abb. 5 entspricht. 

5. Nukleinsauremolekul, das eine Promoters equenz enthalt, die aus der Sequenz gemaB Abb. 5 durch 
Substitution, Insertion oder Deletion von einer, zwei, drei oder mehr Basen ableitbar ist, ohne daB durch 
diese Substitution, Insertion oder Deletion die Promotoraktivitat deutlich erniedrigt wird 

6. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es einen oder 
rnehrere Enhancer emh&X der/d!e suit der Pfomotorsequenz faoktLoiieS mfeiupft st/stud - _ 

7. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB es regulatorische 
Sequenzen enthalt, fiber die die Transkriptionsaktrvit&t der Promotorsequenz reguliert werden kann. 

a Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Promotorse- 
quenzen und/oder regulatorischen Sequenzen mit einem Gen funktionell verknfipft sind 

9. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen fur Gewebeplasminogen- 
aktivator, second-generation-Gewebeplasminogenakdvator, Interferon, Tumornekrosefaktor, Erythro- 
poietin, Granulozyten-KoIonie-stimulierenden Faktor, oder Mangan-Superoxiddisrautase kodiert 

10. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Exp res - 
sionsvektorist 

11. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Promoter 
durch Rekombination in das Genom von eukaryontischen Wirtszellen, vorzugsweise Hamsterzellen, beson- 
ders bevorzugt CHO-Zellen, integriert werden kann. 

12. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB es eine amplifi- 
kationsfdrdernde Sequenz enthalt 

13. Wirtszeile, in die ein Nukleinsauremolekul nach einem der AnsprQche 1 bis 12 eingeffihrt wurde. 
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14. Wirtszelle, in die ein Nukleins&uremolekOl eingefQhrt wurde, das das Gen fur ein heterologes Genpro- 
dukt in VerknQpfung rah dem Promoter des Hamster-Ub/S27a-Gens enthaJt 

15. Verfahren zur Herstellung cines heterologen Genprodukts in einer eukaryontischen Wirtszelle, vorzugs- 
weise einer Hamsterzelle, besonders bevorzugt einer CHO-Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB ein Nuklein- 
sauremolekfll geraaB einem der Ansprfiche 1 bis 11 in die eukaryontische Wirtszelle eingeffihrt wind, die 
Wirtszelle kultiviert und das synthetisierte Genprodukt isoliert wird 

1 6. Verfahren zur Herstellung eines heterologen Genprodukts in einer eukaryontischen Wirtszelle, vorzugs- 
weise einer Hamsterzelle, besonders bevorzugt einer CHO-Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB das hetero- 
loge Genprodukt unter der Kontrolle von Promotorsequenzen und/oder regulatorischen Sequenzen des 
Ubiquitin-S27a-Gens exprimiert wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Promotorsequenzen und/ oder regulato- 
rischen Sequenzen in der Abb. 5 enthahen sind. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet daB die Promotorsequenzen in der Sequenz 
enthalten sind, die den Posittonen — 161 bis —45 gemOB Abb. 5 entspricht 

19. Verfahren nach einem der Ansprfiche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB das heterologe Gen fur 
Gewebeplasminogenaktivator, second-generation-Gewebeplasminogenaktivator, Interferon, Tumornekro- 
sefaktor, Erythropoietin, Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor, oder Mangan-Superoxiddisrautase 
kodiert 

2a Starker homologer Promotor des Hamsters. 

21. Promotor nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Transkripdonsaktivittt aufweist, die 
grdBer ist als diejenige des Thyniidinkinasepromotors a us Herpes simplex. 

22. Promotor nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Transkriptionsaktivitat aufweist, die 
mindestens in der gieichen GrdBenordnung liegt wie diejenige des SV40- Promoters. 

23. Promotor nach einem der AnsprBche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens eines der 
Merkmale: GC-reicher Sequenzhereich, Spl-Bindungsstelle, Polypyrimidraetement Abwesenheit einer 
CAAT-Box, Abwesenheit einer TATA-Box aufweist 

24. Promotor nach einem der Ansprfiche 20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Spl -Bindungsstelle, 
aber keine TATA-Box aufweist 

25. Promotor nach einem der Ansprfiche 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB der in der Sequenz geraaB 
Abb. 5 enthalten ist 

26. Promotor nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB er in der Sequenz enthalten ist, die den 
Positionen — 161 bis —45 gemflfi Abb. 5 entspricht 

27. Verfahren zur Expression eines heterologen Genprodukts in Hamsterzeflen, vorzugsweise CHO-Zellen, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Genprodukt unter der Kontrolle eines Promotors gem&B einem der 
Ansprfiche 21 bis 26 exprimiert wird. 

28. Verwendung eines Promotors nach einem der vorangegangenen Ansprfiche zur Herstellung eines 
heterologen Genprodukts in Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zellen. 

29. Ub/S27a-Gen aus Hamster. 

3a Ub/S27a-Gen nach Anspruch 29 rait der Sequenz gem&B Abb. 1 oder einer Sequenz, die unter stringen- 
ten Bedingungen mit einem Nukleinsauremolekul mit der Sequenz gem^B Abb, 1 hybridisiert 



Hierzu 9 Seite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGEN SE1TE 1 Nummer: DE 195 39 493 A1 

Int. CI. 6 : C12N 15/79 

Offenlegungstag: 30. April 1997 



Mensch TGGAGCCGCAACCAAAATGCAGATTTTCGTGAAAACCCTTACGGGGAAGACCATCACCCT 8 2 

CHO TGGAACCGCCGCCAAGATGCAGATTTTCGTGAAGACCCT^ACGGGGAAAACG 6 0 

: : : 

Men S C h CGAGGTTGAACCCTCGGATACGATAGAAAATGTAAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAAGG 142 

CHO CGATCTTGAACCCTCGGAC^CTATAGAAAATGTAAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAAGG 120 



Mensch AATTCCTCCTGATCAGCAGAGACTGATCTTTGCTGGCAAGCAGCTAGAAGATG^ 202 
************ ******** ************** ***** ** ******** ***** 

CHO AATTCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGTAAGCAACTGGAAGATGGCCG 180 



Mensch TTTGTCTGACTACAATATTCAAAAGGAGTCTACTCTTCATCTTGTC 262 

CHO TTTGTCTCACTACAACATCCAAAAC^AGTCCACCCTTCATCTTGTC 240 

Mensch TGGTG CTAAG AAAAGG AAGAAGAAGTCTTAC AC C ACTC C C AAGAAG AATAAG CAC AAG AG 322 

CHO TGGTG CTAAGAAG AG G AAGAAGAAGTC CT AC AC C ACTCC CAAG AAG AATAAG CAT AAG AG 300 

Mensch AAAGAAGGTTAAGCTCGCTGTCCTGAAATATTATAAGGTGG 38 2 
************* ******* ***** ** ************** ************** 

CHO AAAG AAG GTTAAG TTG G CTGTG CTG AAGT ACT AT AAGGTGG ATG AAAATG G C AAAATTAG 36 0 

Mensc h TCGCCTTCGTCGAGAGTGCCCTTCTGATGAATGTGGTGCTGGGGTGTTTATGGC7VAGTCA 442 

CHO TCGCCTTCGTCGAGAGTGTCCATCTGATGAGTGTGGTGCTGGAGTTTTCATGGCTAGCCA 420 



Men S C h CTTTGACAGACATTATTGTGGGAAATGTTGTCTGACTTA^ 502 
CHO TTTTGACAGAGATTACTGTGGGAAGTGTTGTCTGACTTACTGCTTCAACA^ 4 8 0 



* + + 

Me n s C h CAAGTAA 



CHO 



CAAGTAGTTGTGTATG AATAAA TAAAAA 



509 
508 



92.2% Homologie 
Poly A Signal 



: Start kodon + + + Stoppkodon 



Abb. i 
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ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 195 39 493 A1 
C12N 15/79 

30. April 1997 



Mensch MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG 35 
*********************************** 

CHO MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG 35 



Mensch IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 7 0 
*********************************** 



CHO 



IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 7 0 



Mensch LRLRGGAKKRKKKSYTTPKKNKHKRKKVKLAVLKY 105 
*********************************** 

CHO LRLRGGAKKRKKKSYTTPKKNKHKRKKVKLAVLKY 105 



Mensch YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY 140 
*********************************** 

CHO YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY 140 



Mensch CGKCCLTYCFNKPEDK 
**************** 

CHO CGKCCLTYCFNKPEDK 



156 
156 



100% Homologie 



Abb. 2 
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ZEICHNUNGEN SEITE 3 Nummer: DE 195 39 493 A1 

Int. CI. 6 : C12N 15/79 

Offenlegungstag: 30. ApriM997 



1 2 3 4 5 6 



9488 
6225 




Abb. 3 
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2EICHNUNGEN SEITE 4 Nummer: DE 195 39 493 A1 

Int. CI. 6 : C12IM 15/79 
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us 



tl I' 



Abb. 4 
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ZEICHNUNGEN SEPTE 5 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



OE 195 39 493 A1 
C12N 15/79 

30. April 1997 



GATCTCCAGGACAGCCATGGCTACT 

ACAAAAAATTAGTCTCCATCTGTAAATGTGTGGAGTA 

ACATACAGAGGTAGAGGGCAGTTTFATGGGAGTC^^ 

TATGGGGGACCTGGGGACTGAACTCAGGTCATC^ 

GATTAGCTCACGGAGCCTTATCATTGGCGA 

TCAATGTGT"ITGCTCATAGTCCAATCA^^^ 

ACAATCGTTGGGG CATGTGTGGTCACATC^ 



EcoRI 



Hindi 



AACTTTTTTTCCCTCTGACAAAACTATC 

ATTTGAAGTATTTTATTCTTTGCAGTGTTG 

AGACATGTTAGGTAAGTACCCTACAAC^^ 

Hindi 

CTAATTTAACCCCAACZACTTTTTCTTTC 
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTC 
GTGTGTGTGCCGCGCGCGCTCGGATCATTCTACCTT^ 
TTAGTCCAGGGGTGGGGTGCACTGTGAAAGTCTGAGGGTAAC 

I " > 1612 bp 

GTCAGTTCTTTCCACTATAGGACAGA ^CTCCAGG TGTCAAC TCTTTACTG 

Hindi 

ACAG AAC CATCCAAATAGC CCTATCTAATTWAG'lUU'lUU ATTrTATTTAT 
TTTITGTTTTTCGAGACAGGGTTTCTCTC 



- 2240 

- 2190 

- 2140 

- 2090 

- 2040 

- 1990 

- 1940 

- 1890 

- 1840 

- 1790 

- 1740 

- 1690 

- 1640 

- 1590 

- 154 0' 

- 1490 

- 1440 
* 1390 



AACTAGCTCFTGTAGAC CAGG CTGGTCTCG AACTCAGAGATCCACCTG C C 
TCTGCCTCCTGAGTGCTGGGATTAAAGGCA 

C TAC CTAATTTTAAAAGAGATTGTGTGTCACAAGGGTC C CT 

GCAACCACCCCCCCCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAACTTCACTGAAGCTGA 
AGCACGATGATTTGGTTACTCTGGCTGGCCAATC 

CTGTCAAACAGAAT CTCAACAGG CGCAG CAGTCTTTTT*TAAAGTGGGGTT 
A CAACAC AGGTT7TTTGCATATCAGG CATTTTATCTAAGCTATTTCC CAGC 
C AAAAATGTGTATTTTGG AGG CAGCAG AGCT AAT AGATTAAAATG AGGG A 
AGAGCCCACACAGGTTATTAGGAAGATAAGCATCTTCTTTATATAAAACA 
AAACCAAACCAAACTGGAGGAGGTCTACCTTTAGGGATGGAAGAAAAGAC 
ATTTAGAGGGTGCAATAGAAAGGGCACTGAGTTTGTC 

GG AG AGGG CGCAAC CG CTTT AACTGTCCTGTTTTGC CTATTTTTTGGGG A 



1340 
1290 
1240 
1190 
1140 
1090 
1040 
990 
940 
890 
840 
790 



Abb. 5a 
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ZEICHNUNGEN SEITE 6 Nummer: DE195 39 493 A1 

Int. CI. 6 : C12N 15/79 

Offenlegungstag: 30. April 1997 

GACXIAGATGirrcCT " 740 

I " > 806 bp 

TGCGGTCGAGGAOTACAGTCATrTTGCAGGTTTC - 69 0 

TAAAACGTGCAAAGGTGACCATTAACCGTITCAC^ - 64 0 

CGGCTCAGATGCTOCCTCTC^ - 59 0 

AGGCCACACCOSCACTTGGGAA - 54 0 

ACGCCCCAGCAGGCTCCTCGGCTACACO^^ - 49 0 

CCCATAACCCTTCCCTTCTAGGCATTTC - 44 0 

CAAACATTCGGCCCCATCCC^ - 390 

| " > 483. bp 

CTCC^GAGTTTAGAGACTATAACC^GATAGCCCGGATGTGTGGAACTC - 34 0 

TCTTGGGACGAGTAGOTITAGCAAAAAGAAAGCG - 29 0 

CCCAGACAGACTTCTGTTACCTCTC - 240 

AAAGGAAAGCCCCTCTTAGTCGCATCGACTGTGTAAGAAA^^ - 19 0 

| " > 272 bp 

ACATTTTAATGTTGGGCACAC CGTTTCG AGG ACCG AAATGAGAAAGAGCA - 14 0 

TAGGGAAACGGAGCGCCCGAGCTAGTCTG^ - 9 0 

SacII 

| * > 156 bp 

GTCGTTGCAGCGGGCAGGCACT^ - 4 0 

>>>>>> 

+ 1 

GGCCGGGAAGCCCCGTTGGTCCGCGCGGCTC^ + 11 

g^gj » *• « » « " « 11 11 » 1 11 « 11 " " " " " 

CCGTGGTGAGTGTGTGCTGCGGGCTGCCG + 61 
ii ii 

*85 

GTCGCTCTCACCCTGGTCGGCGGCTCT + 111 

ii ti ii n ii «i ii it ti ii it ii ii ii ti ii ii ti n * 



GTGGAAC CGCCGCCAAGATGCAGATTTTCX5TGAAGACCCTTACGGGGAAA + 161 

MQI FVKTLTGK 

ACGATCACGCTCGAGgtacgaaccaggtggcgtgagaagcgaaggcctgc + 211 

TITLE 

cagaggccctctatgctcgcttaaagciLt *" 240 

Hindi II 



Abb. 5b 
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ZE1CHNUNGEN SE1TE 7 



Nummer: DE 195 39 493 A1 

IntCI. 8 : C12N 15/79 

Offenlegungstag: 30. April 1997 



1 2 




Abb. 6 
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